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 RESUMO 
 
 
 
A alta demanda global pelo etanol e açúcar tem impulsionado a 
expansão da cultura da cana-de-açúcar. Porém, constantemente a produtividade dos 
canaviais é reduzida devido à seca, com o qual o desenvolvimento de novos 
cultivares adaptados a esse estresse hídrico é de alta relevância. Nós observamos 
que o gene ScPSaK e o gene ScLEA3 de cana-de-açúcar são induzidos por seca 
em plantas cultivadas em campo. O objetivo deste trabalho é testar a hipótese de 
que os genes ScPSaK e ScLEA3 desempenham um papel importante na tolerância 
à seca. A superexpressão dos genes em plantas de Arabidopsis thaliana indicou que 
para ambos há uma potencial proteção à seca, embora a avaliação de um maior 
número de eventos seja necessária. A avaliação da superexpressão do gene 
ScLEA3 em E. coli dá suporte aos dados observados em plantas transgênicas, uma 
vez que o gene conferiu tolerância a estresse osmótico e salino. A localização 
subcelular da proteína ScLEA3 indicou sua presença em citoplasma e núcleo. Já a 
proteína ScPSaK teve localização nos cloroplastos, como esperado. Os dados 
obtidos indicam que ambos genes podem conferir tolerância a estresse por seca, 
sendo promissores quanto à aplicações biotecnológicas na agricultura. 
 ABSTRACT 
 
 
 
The worldwide demand for ethanol and sugar is increasing and has driven the 
expansion of sugarcane. However, sugarcane productivity is often reduced due to 
drought and the development of new cultivars adapted to water stress is highly 
relevant. We have identified two sugarcane genes, ScPSaK and ScLEA3, that are 
induced by drought in plants grown in the field. The objective of this study is to test 
the hypothesis that the genes ScPSaK and ScLEA3 plays an important role in 
drought tolerance. To test this hypothesis we overexpressed the genes in 
 
Brachypodium distachyon and Arabidopisis thaliana plants. The overexpression of 
this genes in Arabidopsis thaliana indicares a potential rule of both genes in drought 
protection, although the evaluation of a larger number of events is required. The 
assessment of the overexpression of the ScLEA3 gene in E. coli, conferred tolerante 
to osmotic and salt stress to the bacterium, supporting the data observes in 
transgenic plants. The subcellular localization showed that ScLEA3 proteins are 
localized in the cytoplasm and nucleus, while ScPSaK proteins are localized in the 
chloroplasts, as expected. The data indicates that both genes may confer tolerance 
to drought stress, being promising as a biotechnological applications in agriculture. 
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1. Introdução 
 
1.1. Brasil e a cana-de-açúcar 
 
O Brasil é atualmente o principal produtor de cana-de-açúcar do mundo, 
sendo a agroindústria canavieira de grande relevância econômica no país, com mais 
de nove milhões de hectares de cana plantados. Do total produzido, cerca de 43,1% 
destina-se à produção de açúcar e 56,9% à produção de etanol (CONAB, 2015). 
Devido ao crescente interesse pelo etanol como combustível renovável e menos 
poluente, a demanda pela cana vem aumentando e as áreas de produção 
expandidas. O último levantamento realizado pela CONAB indica um aumento na 
área de produção da cana na região Centro-Sul do país, com expansão de 193,1 mil 
hectares (CONAB, 2015). Apesar deste aumento na área de cultivo, a produtividade 
da cana teve uma queda de 5,7% em relação à safra anterior, consequência em 
parte pela baixa pluviosidade que ocorreu principalmente na região Centro-Sul entre 
dezembro de 2013 a fevereiro de 2014. Também foram constatados períodos de 
restrição hídrica no leste da região nordeste durante os meses de janeiro, março e 
abril/2014 (CONAB, 2015) 
 
 
 
1.2. Estresse hídrico em cana-de-açúcar 
 
As espécies vegetais estão constantemente expostas a diferentes 
estresses ambientais, tais como: seca, temperatura elevada, frio, salinidade e metais 
pesados, entre outros. As mudanças climáticas e o consequente aumento nos 
estresses ambientais desestabilizam o crescimento das plantas, dificultando o 
aumento da produtividade. A relação entre os estresses ambientais e a 
produtividade é especialmente significativa para culturas com grande importância 
econômica (Habash et al., 2009). Estima-se que tais condições de estresse podem 
reduzir a produtividade de uma cultura em até 70% (Boyer, 1982; Maybank et al., 
1995). Entre os efeitos dos estresses abióticos sobre as plantas estão a redução nas 
taxas de assimilação de CO2, no tamanho das células foliares, na taxa de 
transpiração, no potencial de água na planta, na taxa de crescimento e na abertura 
estomática (Schulze et al., 1980; Biddington, 1986; Taiz, 2004). 
 
O estresse por seca é considerado o principal estresse abiótico com 
impacto na produção agrícola (Ergen and Budak, 2009). Dessa maneira, o 
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entendimento do estresse hídrico e do uso da água no crescimento das culturas 
vegetais é muito importante para uma agricultura sustentável. A cana de açúcar é 
uma espécie moderadamente sensível à seca. As alterações morfológicas mais 
comuns desta quando em seca são: inibição da germinação dos toletes, pois não 
ocorre a emissão da raiz e consequentemente a absorção de água e nutrientes; no 
palmito ocorre a inibição da formação de novas folhas e redução do índice de área 
foliar; redução do crescimento de folhas e de colmos; enrolamento das folhas (em 
algumas variedades) que reduz a área de captação de luz solar (Inman-Bamber and 
Smith, 2005). Por outro lado, na parte subterrânea, alguns autores indicam que o 
sistema radicular tende a ser mais profundo sob seca (Smith et al., 2005). Além 
disso, o estresse influencia de maneira direta o crescimento dos perfilhos, a altura 
final dos colmos e, consequentemente, a produção de açúcar (Sugiharto, 2004). O 
déficit hídrico afeta também a atividade fotossintética, reduz a condutância 
estomática, fotossíntese, taxa de transpiração e o potencial osmótico e hídrico 
(Gentile et al., 2012). 
 
O desenvolvimento da cana pode ser dividido em quatro fases e a seca, 
afeta cada fase de maneira diferente. As plantas de cana-de-açúcar necessitam de 
umidade disponível no solo durante todo o período de crescimento. A fase inicial é 
muito afetada pela seca, mas tem boa recuperação, enquanto que o estágio 
intermediário, quando afetado, pode causar grandes perdas de rendimento. Porém, 
durante a maturação, o ideal é que haja redução na disponibilidade de água, não 
drasticamente, mas o suficiente para reduzir o crescimento e induzir a maior 
concentração de açúcar nos colmos (Bull, 2000). 
 
A água é um recurso cada vez mais escasso, devido às necessidades 
atuais e futuras da sociedade humana, o que faz com que seja atribuída uma grande 
ênfase ao seu uso sustentável (Rosegrant and Cai, 2003). O cenário atual aponta 
para uma necessidade de se aumentar a eficiência na produção de cana quanto ao 
uso da água, o que teria um impacto positivo na sustentabilidade do setor de 
bioenergia no Brasil. 
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1.3. Fotossíntese e seca 
 
Fotossíntese é o termo usado para captação e utilização de energia solar para 
oxidação de H2O, liberando O2 e reduzindo CO2, produzindo compostos orgânicos, 
primariamente açúcares. Essa energia estocada nas moléculas orgânicas é utilizada 
nos processos celulares dos organismos fotossintéticos e serve como fonte de 
energia para todas as formas de vida. Muitos fatores têm influência sobre a 
fotossíntese: disponibilidade de H2O, nutrientes, luz, CO2 e temperatura, além da 
idade e do genótipo da planta. Mas tudo indica que o maior fator limitante da 
fotossíntese é a água. Os climas áridos, semiáridos e a estiagem são extremamente 
improdutivos, enquanto os estuários, florestas e cultivos irrigados apresentam 
elevada produtividade. Quando o estresse hídrico do solo é intenso, a expansão 
celular é retardada e a redução no crescimento da folha é o primeiro sintoma 
aparente. A prolongação do estresse provoca o fechamento estomático e, 
consequentemente, a absorção de CO2 é restringida. Assim, a redução no 
suprimento de água limita a fotossíntese reduzindo a área foliar e a própria absorção 
de CO2 (Ferreira, 1992). 
 
Desde 2007 nosso grupo tem coordenado um consórcio de universidades com o 
objetivo de avaliar as respostas da cana-de-açúcar à seca em condições de campo. 
A abordagem empregada envolve a integração de análises de diversas 
características agronômicas, fisiologia, transcritoma (incluindo microtranscritoma), 
proteoma e metabolômica. Foram utilizados três cultivares, dois com maior 
tolerância a seca e um com menor tolerância, com análises realizadas em três fases 
do desenvolvimento: aos três meses (fase inicial de perfilhamento), aos sete meses 
(fase de crescimento) e aos 11 meses de idade (fase de maturação). Análises de 
transcritoma foram feitas com folha +1 e entrenó 1 (que contém o meristema apical 
foliar) envolvendo dois cultivares com maior tolerância a seca (RB867515 e 
RB92579) e um com menor tolerância (RB855536), mantidos em campo sob 
irrigação ou em sequeiro. No total, 1.041 genes apresentaram expressão diferencial 
quando comparadas plantas mantidas sob irrigação e plantas estressadas por seca 
(Dal Bianco et al., dados não publicados). Dois dos genes diferencialmente 
expressos sob seca desse experimento, ScPSaK e ScLEA3, são os objetos de 
estudo deste trabalho. 
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1.4. O gene ScPSaK de cana de açúcar 
 
O gene ScPSaK de cana de açúcar codifica uma proteína com alta 
identidade a uma das subunidades do fotossistema I e foi selecionado para este 
projeto por ter sido induzido por seca nas duas variedades de cana com maior 
tolerância a esse estresse no experimento de campo mencionado acima. O 
fotossistema I capta a luz solar e transfere a energia de excitação através de um 
sistema de antena intrincado e organizado de maneira precisa, que consiste em uma 
rede de pigmento, no centro da molécula, utilizado na reação de transferência de 
elétron transmembrana (Amunts et al., 2010). Esse fotossistema é um complexo, 
formado por diversas subunidades. A subunidade correspondente ao gene ScPSaK 
é a K, que é responsável pela organização da antena do PSI (Jensen et al., 2000). 
 
Recentemente, um trabalho realizado por Amunts (2010) caracterizou a 
função do gene PSaK em cianobactérias. Foi verificado que ele está ligado a 
regulação do sistema antena, sendo que sua estrutura contém 2 domínios e 
localizacão no fotossistema I dentro do PSI-A e próximo ao núcleo do fotossistema 
 
A função desse gene em plantas foi mostrada no trabalho de Jensen et 
al. (2000). Silenciando o gene AtPSaK em plantas de Arabidopsis, os autores 
observaram uma diminuição na eficiência do complexo antena. Nas plantas 
silenciadas, a razão da clorofila a/b e a quantidade de P700 aumentaram, ou seja, 
aumentou a quantidade do fotossistema I para compensar a falta do gene e manter a 
mesma eficiência energética. Não há estudos publicados sobre esta subunidade em 
plantas crescidas sob estresse. 
 
Considerando que o gene ScPSaK é importante na organização dos 
complexos antena periféricos e que pode estar envolvido na ligação desses 
complexos ao núcleo do PSI, nossa hipótese é que, ao ser superexpresso, esse 
gene poderia aumentar a capacidade na utilização de energia solar, incrementando 
a captação de luz e melhorando consequentemente a fotossíntese. 
 
É interessante notar que um outro gene de cana, ScPetC, induzido por 
seca (Rocha et al., 2007), codifica uma proteína homóloga à subunidade PetC do 
citocromo b6f, que transfere elétrons para o fotossistema I. A superexpressão do 
gene ScPetC em plantas transgênicas de tabaco aumenta a tolerância à seca 
(Menossi et al., 2012a, pedido de patente submetido). Um segundo gene, também 
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induzido por seca e que codifica uma subunidade da ATP sintase, que é um 
complexo downstream ao fotossistema I, também confere tolerância à seca quando 
superexpresso em tabaco (Menossi et al., 2012b, pedido de patente submetido). 
Esses dados indicam que a manipulação de proteínas envolvidas na fotossíntese é 
uma via promissora para aumentar a tolerância à seca em plantas. 
 
 
 
1.5. O gene ScLEA3 de cana-de-açúcar 
 
O gene ScLEA3 faz parte de um grupo de genes que codificam diversas 
proteínas abundantes no desenvolvimento e maturação das sementes (Baker J, 
1988). Apesar de inúmeros estudos apontarem suas atividades protetivas sob 
estresse abiótico, o mecanismo de ação permanece em aberto. 
 
As proteínas LEA (late embryogenesis abundant) do grupo 3, são α-
hélices anfipáticas e foram definidas como sequestradoras de íons concentrados 
durante a desidratação celular e proteção da estrutura de proteínas e membranas 
durante a desidratação (Bray, 1993). 
 
A superexpressão do gene lea3 de arroz (Oryza sativa) em plantas de 
arroz e Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) aumentou a sobrevivência das plantas 
após 20 dias de estresse por seca, sendo que as plantas selvagens morreram (Duan 
and Cai, 2012). 
 
A proteína lea3 de soja, também foi expressa em Escherichia coli e 
mostrou tolerância a baixas temperaturas, alta temperatura, salinidade e efeito 
protetivo de enzimas (Liu et al., 2010). Esse dado indica que a proteína LEA é 
conservada em organismos muito distantes, como bactérias e plantas. 
 
 
 
1.6. Plantas modelo no estudo dos genes 
 
O uso de plantas modelo é amplamente difundido e tem sido importante 
nos estudos da biologia vegetal permitindo um aumento no conhecimento da 
resposta a estresses bióticos e abióticos. Além de estudos da biologia básica 
vegetal, mais especificamente no campo da biotecnologia, as plantas modelos 
desempenham um papel especial. O melhoramento genético tradicional tem sido 
empregado por décadas no aperfeiçoamento de importantes características que 
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afetam a produtividade e qualidade dos cultivos. Mais recentemente, somando-se ao 
melhoramento clássico, a biotecnologia tem sido empregada na obtenção de novos 
cultivares através de transformação genética. 
 
Nesse contexto, as plantas modelo são utilizadas em uma avaliação 
prévia da capacidade de um transgene para gerar melhorias de interesse 
agronômico nas plantas transformadas. Uma vez que um gene confere, por 
exemplo, maior tolerância a estresses abióticos em plantas modelos, a probabilidade 
de se obter resultados semelhantes em culturas alvo é grande (McElroy, 2004). 
 
Arabidopsis thaliana é uma das plantas modelo mais utilizadas em 
biotecnologia por apresentarem características de interesse biotecnológico: tamanho 
reduzido, crescimento rápido, ciclo de vida curto, produção de grandes quantidades 
de sementes, auto-fecundação, apenas 5 cromossomos, genoma diploide, pequeno 
e já sequenciado e simples protocolos de transformação disponíveis com alta 
eficiência de transformação. 
 
Brachypodium distachyon é uma gramínea temperada e que possui 
importantes características morfológicas, genômicas e requisitos de crescimento 
simples (Draper et al., 2001; Garvin, 2007; Bevan et al., 2010), além de possuir 
todas as principais características encontradas nas atuais plantas modelo: auto-
fecundação obrigatória, baixa estatura, ciclo de vida curto e genoma pequeno. A 
linhagem Bd21 teve seu genoma completamente sequenciado (Vogel et al., 2010) e 
protocolos de transformação via Agrobacterium tumefaciens foram estabelecidos e 
publicados (Vogel et al., 2006; Vain et al., 2008; Alves et al., 2009). 
 
 
2. Justificativa 
 
O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar e as perspectivas são de 
crescimento da produção, devido, principalmente, ao aumento da utilização do 
etanol como combustível. Para atender a esta demanda, novas cultivares de cana 
melhor adaptadas às novas regiões produtoras deverão ser desenvolvidas. A 
identificação de genes que possam ser utilizados no melhoramento genético através 
de engenharia genética é um passo fundamental para o desenvolvimento de 
cultivares transgênicas que tenham melhores características agronômicas. Com este 
intuito foram desenvolvidos projetos de análise de transcritoma da cana, que 
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identificaram dezenas de genes relacionados à resposta à seca. Para a seleção de 
quais genes seriam mais promissores, a superexpressão utilizando plantas modelo é 
uma estratégia interessante. 
 
 
 
3. Objetivos 
 
Este trabalho pretende demonstrar o potencial biotecnológico de dois 
genes de cana-de-açúcar previamente associados à tolerância à seca, avaliando 
suas capacidades de conferir tolerância a esse estresse abiótico em plantas modelo 
transgênicas. Os genes selecionados são: ScPSaK, que codifica uma proteína 
homologa à subunidade K do fotossistema, e ScLEA3, que codifica uma proteína 
LEA do grupo 3. Para tal serão empregados organismos modelo de Brachypodium 
distachyon e Arabidopsis thaliana e Escherichia coli. 
 
3.1. Objetivos específicos 
 
 Produzir plantas transgênicas de Arabidopsis e Brachypodium que 
superexpressem os genes ScPSaK e ScLEA3; 
 
 Caracterizar fisiológica e bioquimicamente as plantas transformadas sob 
condições de seca, para ampliar o conhecimento sobre a função de cada gene 
selecionado; 
 
 Avaliar a conservação da função protetora da proteína LEA empregando 
ensaios de estresses osmóticos e salinos em E. coli. 
 
 Determinar a localização subcelular das proteínas ScPSaK e ScLEA3 
utilizando fusões com a proteína vermelha fluorescente. 
 
 
 
4. Material e Métodos 
 
4.1. Transformação e ensaios com Arabidopsis thaliana 
 
4.1.1. Construção do vetor de superexpressão e transformação em 
 
Agrobacterium 
 
Os clones do SUCEST contendo o cDNA dos genes ScPSaK (399 pb e 
132 aa) e ScLEA3 (570 pb e 189 aa) foram obtidos no BCCC (Brazil Clone Collection 
Center, Jaboticabal). O gene ScPSaK, (Sugarcane Assembled Sequence 
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– SAS- SCUTLR2008B06.g), foi amplificado por PCR utilizando primers específicos. 
Ao primer direto, B06_FW_TOPO (5´ CAC CAT GGC CTC CCA GCT CTC C 3´), 
foram adicionadas quatro bases iniciais CACC anteriores ao ATG inicial da síntese 
proteica, para que o gene possa se ligar ao vetor de entrada de forma direcional; o 
primer reverso, B06_RV_MluI (5´GAC CAG ATC ATC GGC TAG ACG CGT 3´), foi 
desenhado com o códon de parada e enzima de restrição MluI (ThermoScientific). O 
gene ScLEA3 (SAS: SCQSRT2031H06.g) foi amplificado com os primers específicos 
H06_FW_TOPO (5´ CAC CAT GGC TTC CCA CCA 3´) e H06_RV_MluI (5´ACC 
AGG GAT CAC TAG ACG CGT 3´) Os produtos da PCR com o tamanho de banda 
esperados, 399 pb para o gene ScPSaK e 570 pb para o gene ScLEA3, foram 
extraídos a partir do gel de agarose 1% e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel 
and PCR Clean-Up System (Promega, EUA). 
 
As regiões codificantes dos genes ScPSaK e ScLEA3 foram purificadas e 
clonadas no vetor pENTR/D-TOPO, utilizando a tecnologia Gateway (Life 
Technologies, EUA). Foi feita digestão com a enzima MluI para confirmação das 
construções e da direção e então sequenciadas para verificar integridade das 
sequencias. 
 
As construções no vetor de entrada pENTR/D-TOPO (pENTR+ScPSaK e 
pENTR+ScLEA3) foram recombinadas com a enzima LR Clonase (Life 
Technologies, EUA) no vetor de destino Gateway pGWB608 (Nakagawa, Japão) que 
possui promotor 35S do vírus do mosaico da couve-flor, terminador NOS da 
Nopalina sintase e o gene bar como marcador de seleção da planta ao herbicida 
glufosinato. Foi feita digestão com a enzima PvuII (ThermoScientific) para verificar 
se os genes foram corretamente inseridos e então enviados para sequenciamento 
para confirmação. Após validadas, as construções foram transformadas em 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Schell, 1986) competentes e confirmadas por 
digestão após minipreparações de agrobacterium. 
 
4.1.2. Transformação de Arabidopsis thaliana 
 
Sementes de arabidopsis ecótipo columbia-0 (col-0) foram germinadas em 
substrato contendo terra vegetal e vermiculita na proporção 3:1. Após 3 dias a 4°C 
para vernalização, as plantas foram transferidas para sala de crescimento a 22°C e 
fotoperíodo de 16 horas. As plantas com 2 semanas de idade foram individualizadas 
e com 5 semanas a primeira inflorescência foi cortada para estimular as 
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inflorescências secundárias. Oito dias após o preparo das plantas, as síliquas e as 
flores já abertas foram retiradas e realizada a transformação. 
 
A transformação das flores não fecundadas foi feita pelo método floral dip 
(Clough and Bent, 1998). A colônia de agrobactéria contendo o vetor confirmado foi 
pré-inoculado em meio YEB líquido contendo os antibióticos apropriados, crescida 
overnight a 28°C. Diluiram-se 2 mL do pré-inóculo em 200 mL de meio YEB fresco e 
o crescimento foi mantido nas mesmas condições até que a OD600 0,8-2 foi atingida. 
A cultura de agrobactéria foi diluída 3 vezes em solução contendo 5% de sacarose e 
0,03% de Silwet L-77. As plantas foram mergulhadas na solução por 1 minuto e 
colocadas deitadas em bandejas cobertas com filme plástico por 24 horas. Após 4 
semanas mantidas em sala de crescimento, as sementes produzidas foram 
coletadas. 
 
As sementes T1 foram germinadas em substrato e vermiculita (3:1), 
vernalizadas e colocadas em sala de crescimento conforme já descrito. Após 
aproximadamente 10 dias, as plântulas foram borrifadas com solução de 0,01% do 
herbicida Finale (Bayer, Alemanha) a cada dois dias, por 15 dias. As plantas 
sobreviventes foram individualizadas para obtenção da geração seguinte e suas 
folhas foram coletadas para testes rápidos com TraitCheck Test (SDI, EUA) que 
detecta a atividade do produto codificado do gene de seleção. Adicionalmente, as 
plantas foram avaliadas por PCR. 
 
Sementes T2 foram semeadas do mesmo modo da T1, para geração de 
plantas homozigotas. Sementes de cinco plantas de cada evento em T3 foram 
germinadas em meio MS contendo 50 mM de Glufosinato de amônio (Sigma-Aldrich, 
EUA), as placas ficaram 3 dias na geladeira para quebra de dormência e então 
colocadas a 24°C em fotoperíodo de 16 horas por 7 dias, os eventos que tiveram 
proporção de 1 planta homozigota para 3 heterozigotas foram consideradas cópia 
única e as plantas homozigotas foram utilizadas nas avaliações fisiológicas. 
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4.1.3. Avaliação da expressão dos genes alvos em plantas transgênicas 
 
A expressão das plantas positivas validadas por PCR e que estavam em 
homozigose foi avaliada por RT-PCR. Amostras de folhas dos eventos e selvagens 
foram coletadas e congeladas em N2 líquido e maceradas. Foram então adicionado 
700 µL do tampão (Guanidina HCl 8 M, Tris HCl pH 8,0 50 mM, EDTA pH 8,0 20 
mM, β-mercaptoetanol 50 mM) e misturadas em vórtex, seguido da adição de 700 µL 
de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1). as amostras foram centrifugadas a 
6.000 RPM por 15 minutos a 4°C. A fase superior foi transferida para um novo tubo e 
foram colocados 700 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1, v/v) e centrifugadas 
novamente. A fase superior foi transferida para um novo tubo e então adicionados 
120 µL de acetato de sódio 3M pH 5,2 e 600 µL de etanol absoluto. As amostras 
foram misturadas por inversão suave e incubadas a -20°C por uma hora e em 
seguida foram centrifugadas a 14.000 RPM por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante 
foi descartado e o pellet lavado com 700 µL de etanol 70% gelado. Após mistura em 
vórtex e centrifugação à 14.000 RPM por 2 minutos a 4°C, a lavagem com etanol 
70% foi repetida e o pellet lavado com etanol absoluto. O pellet foi seco no speed 
vacuum por 10 minutos e resuspendido em 35 µL de água DEPC. A integridade do 
RNA foi avaliada em gel de agarose 1%. 
 
 
4.1.4. Avaliações fisiológicas 
 
Sementes T2 foram germinadas em substrato (Vida Verde HT) e 
vermiculita (3:1), vernalizadas a 4°C por 2 dias e então colocadas em câmara de 
crescimento a 22°C com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 escuro. Após 1 semana, 
dez plantas selvagens (WT), 10 plantas de cada um dos três eventos escolhidos de 
ScLEA3 (E3, E13 e E19) e 10 plantas de cada um dos três eventos de ScPSaK (E2, 
E4 e E7) foram transferidas para vasos de 50 mL contendo 35 g (peso seco) de 
substrato:areia (3:1). Com 3 semanas de idade a rega das plantas foi suspendida 
por 12 dias. A rega foi retomada no 13° dia e as plantas sobreviventes foram 
contadas. 
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4.2. Transformação de Brachypodium distachyon 
 
4.2.1. Construção do vetor de superexpressão para transformação de 
 
Brachypodium distachyon 
 
Os cDNAs de ScPSaK e ScLEA3 obtidos no BCC Center foram 
amplificados por PCR utilizando os primers específicos B06_FW_BamHI (5´GGA 
TCC GGA TCC ATG GCC TCC CAG CT 3´) e B06_RV_MluI (5´GAC CAG ATC ATC 
GGC TAG ACG CGT 3); H06_FW_BamHI (5´ GGA TCC ATG GCT TCC CAC CA 3´) 
e H06_RV_MluI (5´ACC AGG GAT CAC TAG ACG CGT 3´) respectivamente. Os 
produtos da PCR com o tamanho de banda esperados, 399 pb para o gene ScPSaK 
e 570 pb para o gene ScLEA3, foram extraídos a partir do gel de agarose 1% e 
purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, 
EUA). 
Os insertos purificados foram clonados no vetor de subclonagem 
pTZ57R/T (InsTAclone, ThermoScientific) utilizando a enzima T4 ligase por 30 
minutos e depois transformados em células de Escherichia coli DH5α competentes. 
As células foram plaqueadas em meio LB contendo o antibiótico de seleção do 
plasmídeo ampicilina e X-Gal e incubadas a 37°C overnight. Foram feitas 
minipreparações de DNA das colônias positivas e o vetor extraído foi confirmado por 
digestão utilizando as enzimas BamHI e MluI. 
 
Antes da clonagem no vetor final a ser utilizado na transformação das 
plantas, os genes de interesse foram transferidos para o vetor pUBILN (Camargo et 
al., 2007) no seu sítio de clonagem entre o promotor UBI1 de milho e o terminador 
NOS da nopalina sintase, utilizando as enzimas BamHI e MluI. As ligações e 
transformações em E. coli foram realizadas conforme descrito na primeira clonagem 
no vetor pTZ57R/T. A correta inserção dos genes no vetor pUBILN foi verificada por 
digestão com as enzimas de restrição BamHI e MluI e por sequenciamento. 
Os cassetes de expressão dos genes de interesse construídos dessa 
maneira foram transferidos para o vetor binário pOL001 (Vogel et al., 2006) 
utilizando a enzima HindIII. A inserção dos cassetes no vetor pOL001 foi confirmada 
com a enzima BamHI e por sequenciamento. 
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4.2.2. Agrotransformação de Brachypodium distachyon 
 
Os vetores pOL001+ScPSaK, pOL001+ScLEA3 e o vetor pOL001 não 
modificado foram transformados em células competentes de A. tumefaciens cepa 
AGL1. Após as colônias crescerem por 2 dias a 28°C no escuro, foram feitas 
minipreparações de DNA e então PCR para confirmar a transformação. Os 
oligonucleotídeos usados na confirmação flanqueiam o gene ScPSaK (primers 
B06_FW_BamHI e B06_RV_MluI) e ScLEA3 (primers H06_FW_BamHI e 
H06_RV_MluI). O vetor não modificado e sem o gene GUS foram confirmados com 
os primers descritos por Vogel et al. (2006), que amplificam o gene de resistência a 
higromicina (HPT). As construções finais confirmadas foram utilizadas para 
transformação de Brachypodium. 
 
Sementes selvagens de B. distachyon linhagem BD21 foram esterilizadas 
e germinadas em placa de Petri com papel filtro embebido em água destilada 
autoclavada. Após 3 dias no escuro à 4°C (para quebrar a dormência) e 7 dias à 
25°C em fotoperíodo de 16h/8h, as sementes já germinadas foram transferidas para 
sementeiras com substrato (Vida Verde, HT) e vermiculita (3:1). Após 14 dias à 22°C 
no fotoperíodo de 20h/4h, as plântulas foram transferidas para um novo vaso de 250 
mL. Com aproximadamente 6 semanas foram coletados os embriões imaturos para 
geração de calos. 
 
As sementes com embriões imaturos foram coletados dentro do fluxo 
laminar. Após a retirada da lema, as sementes foram esterilizadas e o embrião foi 
extraído sob lupa com pinça fina. Os embriões foram mantidos por 6 semanas no 
escuro à 25°C em meio de cultura MSB3 + CuSO4 e 2,4-Diclorofenoxiacético para 
indução de calos. Os repiques foram feitos na terceira, quinta e sexta semanas 
(Alves et al., 2009). 
Aproximadamente cem calos embriogênicos para cada construção, foram 
infectados por A. tumefaciens com o vetor pOL001+ScPSaK, pOL001+ScLEA3, 
pOL001. A transformação foi preparada com inóculo de A. tumefaciens de cada 
construção crescido durante a noite à 28°C em meio LB + espectinomicina + 
carbenicilina a partir da cultura permanente. Foram plaqueados 200 μL do inóculo 
em meio MGL + espectinomicina + acetoseringona e crescido por 2 dias a 28°C no 
escuro. Metade do tapete de agrobactéria que cresceu na placa foi transferido para
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meio MSB + acetoseringona e diluído para OD = 1. Os calos já separados foram 
imersos na solução de agrobactéria por 5 minutos e em seguida colocados em papel 
filtro para secagem. Após isso, foi feito o cocultivo com papel filtro embebido com 
meio MSB + acetoseringona para infecção por 2 dias à 25°C no escuro. 
 
Os calos passaram pelos meios de seleção MSB3 + CuSO4, higromicina 
e timentim por dois períodos de três semanas à 25°C no escuro. O período de 
regeneração foi feito em duas fases, sendo a primeira com meio de cultura contendo 
higromicina e timentim e a segunda adicionando carvão ativado em fotoperíodo de 
16h à 25°C. 
 
Após esse período, as plantas foram transferidas para potes de 250 mL 
contendo o mesmo substrato das plantas selvagens para geração de sementes e 
coleta de material para caracterização das plantas. 
 
 
4.2.3. Caracterização das plantas de Brachypodium por PCR 
 
Amostras das folhas de Brachypodium transformadas com o gene 
ScPSaK e ScLEA3 foram coletadas, congeladas em N2 líquido. Após maceração, foi 
realizada a extração do DNA genômico com 700 µL de tampão CTAB (2% CTAB, 
1,4M NaCl, 20mM EDTA e 1% β-mercaptoetanol). Após 30 minutos à 65°C, 700 µL 
de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) foram adicionados. Após leve agitação as 
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 RPM e a fase aquosa foi 
colocada em um novo tudo. 500 µL de isopropanol foram adicionado e as amostras 
mantidas à -20°C por 20 minutos e então centrifugadas a 13.000 RPM por 15 
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com álcool 70%. A 
amostra foi centrifugada a 13.000 RPM por 10 minutos. O DNA foi resuspendido em 
30 µL de água com RNAse A. O DNA genômico foi usado para amplificação do 
gene, utilizando o oligonucleotídeo direto do promotor UBI (pUBI_FW) e o reverso 
específico do gene H06_RV_MluI para o gene ScLEA3 e B06_RV_MluI para 
ScPSaK. Como controle endógeno foi utilizado o gene da actina para verificar a 
integridade do DNA genômico. As condições para amplificação do gene alvo e do 
gene endógeno foram: 1×94°C 3 min; 35×(95°C 30 seg, 58°C 30 seg, 72°C 60 seg) 
1×72°C 10 min. 
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4.3. Expressão heteróloga e ensaios em Escherichia coli 
 
4.3.1. Expressão da proteína ScLEA3 em E. coli 
 
O gene ScLEA3 já previamente clonado no vetor de subclonagem 
pTZ57R/T (InsTAclone, ThermoScientific) foi digerido com a enzima de restrição 
BamHI e ligado no vetor de destino pET28a que possui promotor T7 e cauda de 
histidina na porção N’ terminal. Após a ligação, a construção foi transformada em E. 
coli DH5α. A correta orientação do inserto foi conferida por digestão utilizando a 
enzima MluI e confirmada por sequenciamento. A construção foi então transformada 
em E. coli BL21 (DE3), que possui altos níveis de indução e expressão dos genes 
regulados pelo promotor T7. Os tamanho de proteína esperado para ScLEA3 é de 
~21,1 KDa + 2,6 Kda da cauda his de acordo com o Protparam (ExPASy). 
Foi feito pré-inóculo de uma colônia da construção, junto com o pET28a 
vazio. A partir dele foi feito um inóculo, que cresceu até a OD 0,6-0,8. Uma parte da 
cultura não induzida foi retirada e o restante foi induzido com IPTG na concentração 
de 1 mM por 4 horas. As culturas induzidas e não induzidas foram centrifugadas, 
lisadas em tampão descrito por (He et al., 2012) contendo 50 mM de Tris-HCl pH: 
8,0, 100 mM NaCl e 1 mM EDTA, adicionando 1 mM de PMSF e lisozima a 10 
mg/mL. Após 30 minutos as amostras foram sonicadas com 6 ciclos de 15 segundos 
com amplitude de 25%. Após centrifugar, 40 µL do extrato solúvel foi aliquotado com 
40 µL do SDS-PAGE sample buffer e fervido à 95°C por 5 minutos para evitar 
degradação das proteínas. 
 
Para o western blot, foi feito um gel de 15% de bis-acrilamida, para melhor 
separação das proteínas de baixo peso molecular. Foram corridos 15 µL da amostra 
fervida e 8 µL do PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, EUA) por 
1,5 horas. O gel foi transferido para membrana com o Trans blot SD semi dry 
transfer cell (Bio-Rad, EUA). Foi feito o bloqueio com leite em pó 5% por 1 hora, a 
membrana foi então lavada com tampão TBS-T 1X e o anticorpo primário 
Monoclonal Anti-polyHistidine (Sigma, EUA) diluído 1:2.000 foi encubado overnight à 
4°C sob agitação. A membrana foi lavada novamente por 4 vezes 5 minutos e o 
anticorpo secundário anti-mouse (Invitrogen, EUA) diluído 1:5.000 foi incubado por 2 
horas à 4°C sob agitação. A membrana foi lavada e colocada no cassete. Foi então 
aplicado o SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific,  
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EUA) que agiu por 5 minutos. O filme foi colocado e após 1 minuto transferido para 
solução reveladora, na qual permaneceu 1 minuto. Em seguida o filme foi lavado e 
colocado na solução fixadora por mais 1 minuto. Após a lavagem foi possível 
visualizar as marcações do anticorpo. 
 
 
 
4.3.2. Ensaio de estresse osmótico e salino em E. coli 
 
Placas de LB com canamicina 50 mg/mL e 1 mM de IPTG foram 
preparadas contendo um gradiente de 600 mM, 800 mM, 1000 mM, 1200 mM, 1400 
mM e 1600 mM de sorbitol para o estresse osmótico. Também foram preparados 
gradientes de 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mM de KCl e NaCl para o estresse 
salino de acordo com (He et al., 2012) com alterações. 
As construções pET28a+ScLEA3 e o vetor vazio pET28a foram induzidas 
como descrito anteriormente. A OD final foi igualada a 1 após a indução. Após 
diluição de 1.000 vezes, 100 µL de cada cultura foram plaqueados nos meios LB 
com os diferentes tratamentos de sorbitol e KCl. As placas foram mantidas por 24 
horas a 37°C e então foi realizada a contagem de colônias. Foi feito western blot das 
induções para confirmar a expressão das proteínas no momento do experimento. 
 
4.4. Localização subcelular com RFP 
 
Os genes clonados no vetor Gateway pENTR/D-TOPO (Life 
Technologies, EUA) foram recombinados com a enzima LR Clonase (Life 
Technologies, EUA) no vetor de destino pGWB655 (Nakagawa, Japão) que possui 
mRFP na porção N-terminal, promotor 35S e terminador NOS. Os plasmídeos foram 
digeridas com PvuII (ThermoScientific, EUA) para confirmar a correta inserção dos 
genes e em seguida enviados para sequenciamento para validação. 
 
As construções finais e o vetor vazio pCAMBIA1302 (que contém GFP) 
foram transformadas na cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens (Schell, 1986). 
Sementes selvagens de Nicotiana benthamiana foram germinadas em substrato com 
vermiculita (3:1) em fotoperíodo de 16 horas à 24°C por 4 semanas e feita a 
agroinfiltração de pGWB655+ScPSaK, pGWB655+ScLEA3 e pCAMBIA1302 de 
acordo com o protocolo de Sparkes (2006). Discos foliares foram extraídos das 
plantas após 3 dias e visualizados em microscópio confocal. 
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5. Resultados 
 
5.1. Transformação e ensaios com Arabidopsis thaliana 
 
5.1.1. ScLEA3 
 
5.1.1.1. Construção  do  vetor  de  superexpressão  e  transformação  em 
 
Agrobacterium 
 
O gene ScLEA3 foi amplificado a partir do clone do SUCEST obtido do 
BCCC (UNESP, Jaboticabal). O amplicom foi clonado no vetor de entrada Gateway 
pENTR/D-TOPO (Life Technologies, EUA) e em seguida recombinado no vetor de 
destino pGWB608, entre os sítios de recombinação attR1 e attR2. Na Figura 1 são 
mostradas as etapas da clonagem e a construção final pGWB608+ScLEA3. Após 
validadas por sequenciamento, a construção foi transformada em Agrobacterium 
tumefaciens GV3101 para transformação de Arabidopsis thaliana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema da construção utilizada na transformação de Arabidopsis thaliana. A) 
Vetor de entrada pENTR/D-TOPO com o gene alvo ScLEA3 e o gene de resistência ao 
antibiótico canamicina (Kan) em bactéria. B) O vetor pGWB608 com promotor 35S e 
terminador NOS. Os sítios attR1 e attR2 se recombinam com os sítios attL1 e AttL2 do 
vetor de entrada através da enzima LR Clonase. C) Vetor pGWB608 + gene alvo 
ScLEA3, que possui o gene de resistência bar em plantas. 
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5.1.1.2. Transformação de Arabidopsis thaliana 
 
Plantas col-0 foram transformadas por floral dip com a construção 
pGWB608 + ScLEA3. Como mostrado na figura 2, sementes T1 foram selecionadas 
por BASTA. As plantas transformadas contendo o gene de resistência sobreviveram 
e as não transformadas morreram. Das 10 plantas que resistiram ao herbicida, o 
evento 1 e o 20 não se desenvolveram e o evento 26 foi negativo no diagnóstico 
rápido com as fitas TraitCheck Test (vide abaixo). Com exceção do evento 26, todos 
foram validados via PCR de DNA genômico. Na geração T2, os eventos foram 
novamente desafiados por BASTA, ficando apenas os genótipos heterozigotos e 
homozigotos dominantes (contendo o transgene). As plantas T2 resistentes, além de 
gerar sementes T3, também foram usadas para um primeiro teste de seca. Com as 
sementes T3 foi feito teste de homozigose em meio MS + glufosinato de amônio, 
sendo que os eventos 2.4, 3.7, 6.6 e 19.2 estavam em homozigose (Figura 3). Esses 
eventos foram utilizados em um novo teste de seca. Uma RT-PCR também foi 
realizada para verificar a expressão do gene na planta. 
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Figura 2. Esquema de cada geração de arabidopsis transgênica contendo o gene 
ScLEA3. Arabidopsis col-0 foi transformada em T0. Na geração T1 as plantas foram 
desafiadas pelo herbicida BASTA. Foi feito o diagnóstico rápido da presença do gene 
bar e PCR para confirmação do gene alvo. As nove plantas positivas são heterozigotas 
nessa fase. Em T2 os eventos segregados na proporção 1:2:1 (homozigoto 
dominante:heterozigoto:homozigoto recessivo) foram novamente desafiados por 
herbicida e foi realizado o primeiro teste de seca. Em T3 foi feita a seleção de 
homozigotas, reduzindo a quantidade de eventos para 4. Foi realizada RT-PCR para 
verificar a expressão dos genes na planta e um novo teste de seca com as sementes 
homozigotas. 
 
O teste de homozigose foi realizado em meio MS + glufosinato de amônio 
50 mM, empregando cinco plantas de cada um dos sete eventos na geração T3 
(figura 3). Quatro eventos independentes tiveram plantas homozigotas. 
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Figura 3. Teste de homozigose realizado nas plantas transformadas com 
pGWB608+ScLEA3. No evento heterozigoto, ¼ das plantas germinadas não se 
desenvolveram e no evento heterozigoto todas as plantas se desenvolveram igualmente. 
As setas indicam as plântulas que não se desenvolveram. 
 
 
 
5.1.1.3. Caracterização das plantas de arabidopsis por PCR 
 
Tecidos foliares de cada evento foram coletados para o teste rápido 
TraitCheck Test que detecta a atividade da proteína codificada pelo gene bar. 
Apenas o evento 26 foi negativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Teste rápido de detecção do gene bar com o TraitCheck Test. O traço superior 
corresponde ao controle do teste e o segundo traço a planta é positiva para o gene de 
seleção da planta bar. WT (Wild-type) corresponde a planta selvagem, não 
transformada. Os números 1, 2, 3, 6, 13, 19, 20, 24, 25 e 26 correspondem aos eventos 
transformados. 
 
 
 
Para amplificação do gene alvo nos eventos de Arabidopsis, foram testados 
algumas combinações de oligonucleotídeos do vetor e do gene alvo (figura 5A). A 
combinação que melhor funcionou para as plantas transformadas com o gene 
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ScLEA3 foi composta pelos primers pGWB608_35S_FW (figura 5A-2) e 
H06_RV_MluI (figura 5A-3). Para o controle endógeno da planta, foi utilizado um 
conjunto de primers para o gene AtGLK1. Como mostrado na figura 5B, a PCR do 
controle endógeno mostrou que o DNA de todos os eventos estavam presentes e na 
PCR para amplificação do gene alvo das plantas transgênicas, todas possuíam o 
gene ScLEA3 em seu genoma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. PCR para diagnose dos eventos transformados com a construção pGWB608 + 
ScLEA3. A) Representação da localização dos oligonucleotídeos usados na confirmação 
do evento positivo em arabidopsis. Primers: (1) H06_FW_TOPO, (2) 
pGWB608_35S_FW, (3) H06_RV_MluI e (4) pGWB608_TNOS_RV. B) Na PCR do 
controle endógeno foram utilizados primers AtGLK1 para verificar a integridade do DNA 
genômico de cada um dos eventos. Na PCR para confirmação do gene alvo nas plantas, 
foram utilizados os oligonucleotídeos pGWB608_35S_FW e H06_RV_MluI. Eventos: 1, 
2, 3, 13, 19, 20 e 25; L: Ladder (GeneRuler 1kb plus – Thermoscientific); WT: plantas 
selvagens (Wild-type); C-: Reação sem DNAg (Controle negativo); C+: Plasmídeo 
contendo a construção pGWB608 + ScLEA3. 
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5.1.1.4. Avaliação da tolerância ao estresse por seca. 
 
Plantas de 3 meses da geração T2 de arabidopsis transformadas com o 
gene alvo ScLEA3foram submetidas a suspensão de rega por 12 dias, sendo 
reidratadas em seguida. Após uma semana, as plantas sobreviventes foram 
contadas (figura 6A). O evento 13 foi o que teve a maior porcentagem de plantas 
sobreviventes, com 80% das plantas sobrevivendo ao estresse. As das plantas 
selvagens (WT) apresentaram 20% de taxa de sobrevivência. No entanto, a taxa de 
sobrevivência dos eventos 3 e 19 foi de apenas 10% (figura 6B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Taxa de sobrevivência das plantas de arabidopsis contendo o gene alvo 
ScLEA3 na geração T2, com 3 semanas de idade submetidas a 12 dias de suspensão 
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de rega. O experimento foi feito com 10 réplicas de cada evento (3, 13 e 19) e 10 
réplicas das plantas selvagens (WT). A) Contorno em verde: planta do evento 3 
sobrevivente; contorno em vermelho: plantas do evento 13 sobreviventes; contorno em 
azul: planta do evento 19 sobrevivente; contorno em amarelo: plantas selvagens (WT) 
sobreviventes. B) Gráfico mostrando em porcentagem a taxa de sobrevivência dos 
eventos 3, 13 e 19 e das plantas selvagens submetidas ao estresse hídrico. 
 
 
 
5.1.2. ScPSaK 
 
5.1.2.1. Construção  do  vetor  de  superexpressão  e  transformação  em 
 
Agrobacterium 
 
O clone obtido do BCC Center contendo o cDNA do gene ScPSaK foi 
amplificado e clonado no vetor de entrada Gateway pENTR/D-TOPO (Life 
Technologies, EUA). A construção inicial foi recombinada com a enzima LR Clonase 
(Life Technologies, EUA) que recombina os sítios attL1 e attL2 que possui o gene 
alvo com os sítios attR1 e attR2 do vetor de destino pGWB608 (Nakagawa, Japão) 
como mostra na figura 7 e validadas por sequenciamento. A construção foi 
transformada em Agrobacterium tumefaciens GV3101 para transformação em 
 
Arabidopsis thaliana. 
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Figura 7. Esquema da construção utilizada na transformação de Arabidopsis 
thaliana. A) Vetor de entrada pENTR/D-TOPO com o gene alvo ScPSaK e o gene de 
resistência ao antibiótico canamicina (Kan) em bactéria. B) O vetor pGWB608 com 
promotor 35S e terminador NOS. Os sítios attR1 e attR2 se recombinam com os sítios 
attL1 e AttL2 do vetor de entrada através da enzima LR Clonase. C) Vetor pGWB608 + 
gene alvo ScPSaK, que possui o gene de resistência bar em plantas. 
 
 
 
5.1.2.2. Transformação de Arabidopsis thaliana 
 
Plantas de arabidopsis col-0 com flores imaturas foram transformadas 
pelo método de floral dip com a construção pGWB608 + ScPSaK. As plantas T1 
foram desafiadas com herbicida, selecionando as plantas transformadas 
heterozigotas das não transformadas. Das oito plantas que sobreviveram ao desafio, 
somente três completaram o ciclo de vida da planta. Essas plantas foram positivas 
no diagnóstico rápido com as fitas TraitCheck Test e PCR. Os três eventos foram 
desafiados novamente com o herbicida na geração seguinte (T2) com genótipos 
homozigotos dominantes e heterozigotos para o gene alvo. Nessa geração foi feito 
também o primeiro teste de seca. Na geração T3 foi realizado o teste de homozigose 
em meio MS + glufosinato de amônia. Os eventos 2.3, 4.3 e 7.5 estão em 
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homozigose (Figura 8). Foi feito RT-PCR para verificar a expressão do gene e um 
teste de seca foi realizado com essas plantas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Esquema de cada geração de arabidopsis transgênica contendo o gene 
ScPSaK. Arabidopsis col-0 foi transformada em T0; em T1 as plantas foram desafiadas 
com herbicida e foi feito o diagnóstico rápido da presença do gene bar e PCR para 
confirmação do gene alvo. As três plantas positivas são heterozigotas nessa fase. Em 
T2 os eventos segregados na proporção 1:2:1 (homozigoto dominante: heterozigoto: 
homozigoto recessivo) foram novamente desafiados com herbicida e foi realizado o 
primeiro teste de seca. Em T3 foi feita a seleção de homozigotas, RT-PCR para ver a 
expressão dos genes na planta e um novo teste de seca com as sementes homozigotas. 
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O teste de homozigose foi realizado em meio MS + glufosinato de amônio 
50mM, empregando cinco plantas de cada um dos três eventos na geração T3. 
Cada um dos três eventos tiveram uma planta homozigota. 
 
 
 
5.1.2.3. Caracterização das plantas de arabidopsis por PCR 
 
Folhas frescas dos eventos de ScPSaK foram maceradas e testadas com 
o TraitCheck Test a atividade da proteína codificada pelo gene bar. Após 5 minutos o 
resultado foi avaliado, sendo as fitas com dois traços indicando a presença da 
proteína codificada pelo o gene de resistência bar. As fitas com apenas um traço 
indicam ausência da proteína. Todos os eventos são positivos para o gene de 
resistência da planta (Figura 9). 
 
WT 2 4 7 
 
Controle – 
Teste – 
 
 
 
Figura 9. Teste rápido de detecção do gene bar com o TraitCheck Test. O traço superior 
corresponde ao controle do teste, o segundo traço a planta é positiva para o gene de 
seleção da planta bar. WT (Wild-type) corresponde a planta selvagem, não 
transformada. Os números 2, 4 e 7 correspondem aos eventos transformados. 
 
 
 
Foram testadas algumas combinações de primers para amplificação da 
construção 35S+ScPSaK+T-NOS (figura 10) no DNA genômico de arabidopsis. A 
utilizada no diagnóstico foi o primer forward específico do gene (B06_FW_TOPO - 
figura 14A-1) e o reverse do terminador NOS (pGWB608_TNOS_RV – figura 14A-4). 
Como controle endógeno da planta foi utilizado um conjunto de primers para o gene 
AtGLK1. Como mostrado na figura 10B, a PCR do controle endógeno mostrou que o 
DNA de todos os eventos estavam íntegros e na PCR para amplificação do gene 
alvo das plantas transgênicas, todas possuíam o gene ScPSaK em seu genoma. 
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Figura 10. PCR para diagnose dos eventos transformados com a construção pGWB608 
+ ScPSaK. A) Conjunto de oligonucleotídeos para confirmação do evento positivo em 
arabidopsis. Primers: (1) B06_FW_TOPO, (2) pGWB608_35S_FW, (3) B06_RV_MluI e 
 
(4) pGWB608_TNOS_RV. B) Na PCR do controle endógeno foram utilizados primers 
AtGLK1 para verificar a integridade do DNA genômico de cada um dos eventos. Na PCR 
para confirmação do gene alvo nas plantas, foram utilizados os oligonucleotídeos 
B06_FW_TOPO e pGWB608_TNOS_RV. Eventos: 2, 4 e 7; L: Ladder (GeneRuler 1kb 
plus – Thermoscientific); WT: plantas selvagens (Wild-type); C-: Reação sem DNAg 
(Controle negativo); C+: Plasmídeo contendo a construção pGWB608 + ScLEA3. 
 
 
 
5.1.2.4. Avaliações fisiológicas 
 
As plantas na geração T2 transformadas com o gene ScPSaK foram 
submetidas ao estresse hídrico com 3 semanas de idade. A suspensão de rega 
durou 12 dias e foram reidratadas em seguida. Após uma semana, as plantas 
sobreviventes foram contadas (figura 11A). O evento 7 foi o que teve a maior taxa de 
plantas sobreviventes, com 50% das plantas recuperadas após o estresse. As 
plantas selvagens (WT) apresentaram 20% de taxa de sobrevivência. Por outro lado, 
os outros dois eventos apresentaram taxas similares às do WT (20% no evento 4) ou 
inclusive menores (10% no evento 2) (figura 11B). 
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Figura 11. Taxa de sobrevivência das plantas de Arabidopsis contendo o gene alvo 
ScPSaK na geração T2, com 3 semanas de idade submetidas a 12 dias de suspensão 
de rega. O experimento foi feito com 10 réplicas de cada evento (2, 4 e 7) e 10 réplicas 
das plantas selvagens (WT). A) Contorno em verde: planta do evento 2 sobrevivente; 
Contorno em azul: plantas do evento 4 sobreviventes; Contorno em vermelho: plantas 
do evento 7 sobreviventes; Contorno em amarelo: plantas selvagens (WT) 
sobreviventes. B) Gráfico mostrando em porcentagem a taxa de sobrevivência dos 
eventos 2, 4 e 7 e das plantas selvagens submetidas ao estresse hídrico. 
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5.2. Transformação de Brachypodium distachyon 
 
5.2.1. Construção do vetor de superexpressão e transformação em 
 
Agrobacterium 
 
Os genes ScPSaK e ScLEA3 foram amplificados a partir dos clones do 
SUCEST obtidos do BCCC. Os amplicons foram subclonados no vetor pTZ57R/T 
(InsTAclone, ThermoScientific) e em seguida purificados e clonados em pUBILN, 
entre o promotor UBi-1 e o terminador NOS. O cassete foi clonado no vetor pOL001 
utilizando enzimas de restrição. Na Figura 12 são mostradas as construções finais 
pOL001+ScPSaK (Figura 12a) e pOL001+ScLEA3 (Figura 12b) com as principais 
enzimas de restrição que cortam o vetor assim como os primers usados indicados 
como setas. 
 
A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 – Esquema das construções finais em pOL001 com promotor UBI e 
terminador NOS e o gene de resistência da planta HPT. A) pOL001+ScPSaK. B) 
 
pOL001+ScLEA3. 
 
 
 
As construções finais pOL001+ScPSaK e pOL001+ScLEA3 foram 
confirmadas utilizando a enzima de restrição BamHI, que corta o começo dos dois 
genes e o final do T-NOS do cassete do gene HPT (dados não mostrados). As 
construções foram transformadas em A. tumefaciens e confirmadas por PCR (dados 
não mostrados). 
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5.2.2. Agrotransformação de Brachypodium distachyon 
 
Os embriões imaturos de Brachypodium foram retirados (figura 13A e B) e 
os calos foram gerados (figura 13C) seguindo o protocolo descrito por Alves et al. 
(2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Processo para obtenção de calos embriogênicos de Brachypodium 
 
distachyon. - A) Semente de B. distachyon com embrião imaturo apontado pela seta 
vermelha. B) Embrião imaturo em meio para geração de calos embriogênicos C) Calos 
embriogênicos sendo formados. 
 
 
 
As construções pOL001+ScPSaK e pOL001+ScLEA3, assim como a 
construção controle, foram transformadas em calos embriogênicos de Brachypodium 
(figura 14A). O teste histoquímico da β-glucuronidase (GUS) foi realizado com os 
calos transformados com o vetor pOL001, sendo possível observar alguns pontos 
azuis durante o período de seleção, indicando que os calos foram transformados 
(figura 14B). Os calos transformados foram selecionados com higromicina 40 mg/mL 
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(figura 14C), regenerados com cinetina (Figura 3D) e passados para meio de 
enraizamento contendo carvão ativado (figura 14E). Em seguida foram passadas 
para substrato para geração de sementes (figura 14F). Foram obtidos 14 eventos de 
 
ScLEA3 e 13 eventos de ScPSaK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Seleção e regeneração dos calos transformados – A) Calos 
transformados por A. tumefaciens passando por co-cultivo. B) Teste de GUS 
mostrando que os calos foram transformados. C) Calos transformados sendo 
selecionados em meio MSB3 + higromicina + timentin. C) Plântulas derivadas de 
calos transformados sendo regeneradas em meio com cinetina. E) Plantas passando 
pelo meio de enraizamento com carvão ativado F) Planta em substrato em estágio 
de florescimento. 
 
 
 
5.2.3. Caracterização das plantas de Brachypodium por PCR 
 
Todos os eventos de Brachypodium transformados com os genes ScLEA3 
e ScPSaK tiveram o DNA genômico extraído e foram feitas PCRs para confirmação 
dos genes alvos. Os eventos de ScLEA3 (16, 7, 5 e 1) e os selvagens (WT) estão 
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com o DNA íntegro, pois amplificaram o gene endógeno da actina de Brachypodium. 
Na PCR do gene alvo, apenas o evento 16 amplificou (figura 15A). No controle 
endógeno dos eventos de ScPSaK (figura 15B), apenas uma planta selvagem (WT) 
não amplificou o gene da actina de Brachypodium, mas nenhum evento amplificou o 
gene alvo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. PCR para diagnose dos eventos de Brachypodium distachyon transformados. 
com as construções: A) pOL001 + ScLEA3 – PCR para confirmação da integração do 
DNA e PCR com primers específicos da construção para diagnose dos eventos 16, 7, 5, 
3 e 1. B) pOL001 + ScPSaK – PCR para confirmação da integração do DNA e PCR com 
primers específicos da construção para diagnose dos eventos 1, 2, 3, 4, 5 e 6. L: Ladder 
(GeneRuler 1kb plus – Thermoscientific); WT: plantas selvagens (Wild-type); C-: Reação 
sem DNAg (Controle negativo); C+: Plasmídeo contendo a construção pOL001 + gene 
alvo. 
 
 
 
O evento positivo 16 de ScLEA3 passou por todo o ciclo de 
desenvolvimento normal da planta, mas as sementes produzidas não foram viáveis. 
 
 
 
 
5.3. Expressão heteróloga e ensaios em Escherichia coli 
 
5.3.1. Expressão da proteína ScLEA3 em E. coli 
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O gene ScLEA3, proveniente do BCC Center, foi amplificado e clonado no 
vetor de entrada pTZ57R/T. O inserto foi digerido e clonado no vetor de destino pET 
28a (Figura 16) para expressão heteróloga em E. coli BL21 (DE3). 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Esquema da construção final pET28a + ScLEA3 que possui promotor T7 e 
terminador T7, cauda His na porção N-terminal fusionada ao gene alvo e o gene de 
resistência à canamicina (Kan) em bactéria. 
 
 
 
Foi feita a indução das colônias de pET28a sem o gene alvo e pET28a + 
ScLEA3 com IPTG 1mM. Foi feita a lise das bactérias, separação do extrato solúvel 
e insolúvel para o western blot. Dois géis de bis-acrilamida 15% foram corridos com 
as amostras solúveis e insolúveis. Um foi corado com comassie blue e o outro foi 
transferido para membrana. Foi feito o bloqueio e encubado com o anticorpo 
primário. No dia seguinte a membrana foi encubada com anticorpo secundário e o 
western blot foi revelado (Figura 17), mostrando que a proteína lea3 é solúvel e que 
está sendo expressa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Gel de acrilamida corado com Comassie e western blot feito com 
anticorpo anti-his. L – Ladder, V – pET 28a, B – psak, H – lea3, C – Controle, C+ - 
Controle purificado. 
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5.3.2. Ensaio de estresse osmótico e salino em E. coli 
 
Os ensaios foram realizados após crescimento da E. coli até a OD 0,6-
0,8. Foi feita então a indução com IPTG 1mM, em seguida a OD do pET28a e do 
pET28a+ScLEA3 foram igualadas e plaqueadas nos meios de estresse salino (KCl) e 
osmótico (sorbitol) nas concentrações 0, 100, 200, 300 e 400 mM e 0, 600, 800, 1.000 
e 1.200 mM, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Gráficos representando os estresses salino e osmótico aplicados em E. coli. 
A normalização foi feita a partir da contagem das placas sem estresse (considerada 
como igual a 1). A) Estresse salino com KCl, nas concentrações de 0, 100, 200, 300 e 
400 mM. B) Estresse osmótico com sorbitol nas concentrações de 0, 600, 800, 1.000 e 
1.200 mM. 
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A expressão heteróloga do gene ScLEA3 em E. coli mostrou que a 
proteína de cana é capaz de conferir tolerância ao estresse salino e osmótico. 
Porém, à medida que o estresse se torna mais severo, o papel protetor já não é 
mais observado. 
 
 
 
5.4. Localização subcelular com RFP 
 
5.4.1. ScLEA3 
 
O clone pENTR/D-TOPO + ScLEA3 foi recombinado no vetor de destino 
pGWB655, que possui mRFP na porção N-terminal (figura 19). O vetor final foi 
digerido e enviado para sequenciamento para validação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Esquema da construção final pGWB655 + ScLEA3. O vetor pGWB655 
possui promotor 35S, mRFP na porção N-terminal fusionado ao gene alvo e terminador 
NOS. 
 
 
 
As construções pGWB655 + ScLEA3i, o controle CHE::eGFP de núcleo e 
o controle GFP pCAMBIA 1302 foram transformados em Agrobacterium tumefaciens 
GV3101 e agroinfiltrados em Nicotiana benthamiana e visualizados em microscópio 
confocal. Os resultados indicam que a proteína ScLEA3 está localizada no 
citoplasma e também no núcleo da célula (figura 20). 
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Figura 20: Visualização em microscópio confocal célula de Nicotiana benthamiana 
agrotransformada. A) pGWB655 + ScLEA3 – Proteína fica no núcleo e citosol B) 
CHE::eGFP – Controle nuclear C) Célula em campo claro D) Sobreposição do campo 
claro, mRFP::ScLEA3 e CHE::eGFP. 
 
 
5.4.2. ScPSaK 
 
A construção pENTR/D-TOPO + ScPSaK foi recombinada no vetor de 
destino pGWB655 que possui mRFP na porção N-terminal fusionada ao gene alvo 
(figura 21). O vetor final foi digerido e enviado para sequenciamento para validação. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Esquema da construção final pGWB655 + ScPSaK. O vetor pGWB655 
possui promotor 35S, mRFP na porção N-terminal fusionado ao gene alvo e terminador 
NOS. 
 
A construção pGWB655 + ScPSaK foi transformada em Agrobacterium 
tumefaciens GV3101, agroinfiltrada em Nicotiana benthamiana e visualizada em 
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microscópio confocal. O resultado indica que ScPSaK está localizada nos 
cloroplastos, conforme esperado para uma proteína do fotossistema I (figura 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Visualização em microscópio confocal célula de Nicotiana benthamiana 
agrotransformada. A) mRFP::ScPSaK – Proteína fica no cloroplasto. B) Célula em 
campo claro D) Sobreposição do campo claro e mRFP::ScPSaK nos cloroplastos. 
 
 
 
 
 
6. Discussão 
 
No presente trabalho avaliamos os genes ScPSaK e ScLEA3 de cana-de-
açúcar. Esses genes foram induzidos em folhas de cana em um experimento de 
estresse por seca em condições de campo (Dal Bianco, dados não publicados). 
 
Os genes ScLEA3 e ScPSaK foram clonados com sucesso no vetor de 
transformação de Arabidopsis, de Brachypodium, no vetor para expressão de E. coli 
e no vetor para localização subcelular. A dificuldade na clonagem do gene ScPSaK 
ocorreu em todas as etapas. Por possuir 72% de conteúdo de GC, as PCRs muitas 
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vezes não funcionavam, mesmo com a adição de DMSO. No sequenciamento foi 
comum encontrar mutações. 
 
 
 
6.1. Transformação e ensaios com Arabidopsis thaliana 
 
As plantas de Arabidopsis foram transformadas sem maiores problemas, 
já que nosso laboratório possui um protocolo bem estabelecido para essa planta. 
 
Como observado no trabalho de Duan e Cai (2012) o gene de LEA3 de 
arroz confere tolerância a seca durante a suspensão de rega, enquanto a planta 
selvagem não sobrevive ao estresse. Ao suspender a rega das Arabidopsis 
transformadas com o gene ScLEA3, um evento obteve 80% de plantas 
sobreviventes. Os outros 2 eventos tiveram taxa de sobrevivência de 10% e 
selvagem de 20%. A baixa taxa de sobrevivência desses outros dois eventos pode 
ser devido a baixa taxa de transcritos. Ainda assim, a elevada tolerância observada 
em um dos eventos é promissora e indica que esse gene pode conferir tolerância à 
seca em plantas, a exemplo do observado com membros da família LEA de outras 
espécies. Novos experimentos, com um maior número de eventos, são necessários 
para confirmar nossa hipótese. 
 
Ao suspender a rega dos eventos da subunidade K do fotossistema I de 
cana-de-açúcar, um evento teve metade das plantas sobreviventes após a 
reidratação. Isso pode significar que a planta com o gene superexpresso utilizou 
melhor a energia solar provinda do sistema antena ao qual esse gene regula, 
melhorando a fotossíntese sob condição de estresse, conforme nossa hipótese. Os 
outros eventos tiveram a taxa de sobrevivência menor ou igual a da planta 
selvagem, o que pode significar que o gene não está sendo expresso nesses 
eventos. Tal como mencionado para o gene ScLEA3, os dados são promissores, 
sendo necessários novos experimentos, com maior número de eventos, para 
confirmar seu papel na tolerância à seca. 
 
 
 
6.2. Transformação Brachypodium distachyon 
 
Na transformação de Brachypodim distachyon com os genes PSaK e 
LEA3 de cana-de-açúcar, inicialmente, os calos embriogênicos gerados não 
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estavam de acordo com o apresentado no protocolo de Alves et. al. (2009). Isso 
ocorreu provavelmente devido ao tempo de coleta dos embriões estar inadequado. A 
estrutura da sala de crescimento como temperatura, umidade e luz são de difícil 
reprodução, com o qual tivemos que adaptar o protocolo e fazer a coleta dos 
embriões antes do descrito. Os embriões imaturos passaram a gerar calos 
embriogênicos ótimos para transformação quando coletados com 6 semanas, ao 
invés de 7 a 9 semanas como indicado no protocolo. 
 
A baixa eficiência da transformação (apenas 1 planta transgênica) pode 
ser pelo fato do protocolo não estar bem estabelecido. Entramos em contato com 
outros grupos de pesquisa que estavam trabalhando com Brachypodium e todos 
estavam com problemas para obtenção de plantas transgênicas. Trabalhos com 
plantas de Brachypodium transgênicas são escassos. Himuro et. al. (2014) 
bombardearam calos embriogênicos e Pogorelko et. al. (2013) utilizaram 
Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA101 e as plantas foram transformadas por 
uma facility. 
 
A quantidade de escapes foi bastante alta, com o qual é possível que a 
concentração de higromicina não tenha sido suficiente para selecionar os calos. 
Himuro et. al. (2014), por exemplo, utilizaram uma maior concentração (50 mg/mL). 
 
Pelo longo tempo que leva da geração de plantas selvagens para coleta 
do embrião até a coleta de material vegetal para diagnose das plantas 
(aproximadamente 6 meses) não foi possível repetir a transformação empregando 
as condições descritas em outros trabalhos que obtiveram plantas transformadas. 
 
 
 
6.3. Expressão heteróloga e ensaios em Escherichia coli 
 
Liu et. al. (2014) e He et. al. (2012) superexepressaram a proteína lea de 
soja e arroz, respectivamente, em E. coli. As culturas transgênicas foram tolerantes 
a diversos estresses, como osmótico, baixas e altas temperaturas e salinidade. 
Inclusive, foi demonstrada maior estabilidade de enzimas, o que mostra a sua 
capacidade de proteção de estruturas protéicas durante o estresse. Ao avaliar os 
resultados de estresse osmótico e de salinidade com a superexpressão da proteína 
lea de cana-de-açúcar também observamos tolerância a esses estresses. Assim, 
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encontramos evidências que a proteína LEA de cana também possui efeito protetor 
durante estresses abióticos. 
 
 
 
6.4. Localização subcelular com RFP 
 
A análise da localização subcelular, a proteína ScLEA3 foi encontrada no núcleo e 
no citosol. Esse resultado está em concordância com o observado para a proteína 
ZmLEA3 de milho (Liu et al., 2013). Em arroz (Oriza sativa), o gene OsLEA3-2 foi 
localizado apenas no núcleo (Duan and Cai, 2012), como também o gene MsLEA3-1 
de alfalfa (Medicago sativa) (Bai et al., 2012). Outra LEA do grupo 3 de algodão D-7 
foi localizada no citosol (James K. Roberts, 1993). Proteínas de lea3 de diferentes 
organismos, possuem localizações subcelulares distintas, o que pode significar que 
possuem diferentes funções a nível celular. 
 
No caso da proteína ScPSaK, esta foi encontrada no cloroplasto, que é a 
organela responsável pela fotossíntese, onde estão localizados os fotossistemas. 
 
 
 
7. Conclusões 
 
Esse trabalho teve como principal objetivo demonstrar o potencial 
biotecnológico dos genes ScPSaK e SCLEA3 de cana-de-açúcar, avaliando suas 
capacidades de conferir tolerância à seca em organismos modelo. A partir dos dados 
obtidos, pode-se concluir: 
 
O estresse hídrico aplicado em plantas transgênicas de Arabidopsis 
mostrou que um evento de cada genótipo teve taxa de sobrevivência melhor que 
selvagem; 
 
Expressão heteróloga em E. coli mostrou que a expressão da proteína 
lea3 contribiu para tolerância a estresse osmótico e salinidade; 
 
A localização subcelular mostrou que as proteínas Iea3 estão localizadas 
no citosol e núcleo, e a psak no cloroplasto. 
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